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Studies on the Influence of Sodium Molybdate on L Cells in vitro

Molibden nalezy do pierwiastkéw sladowych wystepujacych w orga-
nizmach ro$linnych i zwierzecych. U zwierzat najwiekszg jego ilos¢ za-
wiera watroba oraz kcsciec, ktoremu przypisuje sie funkcje magazynowa-
nia molibdenu (3, 9).

Biopierwiastek ten wchodzi w sklad takich enzymoéw, jak: oksydaza
ksantynowa, oksydaza aldehydowa, oksydaza siarczynowa i reduktaza
azotanowa. Molibden bierze udzial w formowaniu sie i rozwoju kostca,
zapobiega réwniez préchnicy zebow (1, 2, 3).

Nie znane sg choroby zwierzat i ludzi wywolane brakiem molibdenu.
Spotykane s3 natomiast zatrucia zwigzkami molibdenu. Spowodowane sa
one spozywaniem przez zwierzeta roslin z duzg zawartoscig tego pier-
wiastka. U ludzi zatrucia mogg by¢ wywolane wchlanianiem pyléw rud
metali, zawierajgcych domieszke molibdenu, np. przez pracownikow prze-
mystu hutniczego (4).

Dotychczasowe badania nad skutkami nadmiaru tego mikroelementu
przeprowadzane byly glownie na organizmach zwierzecych oraz na rosli-
nach wyzszych i bakteriach (1, 3, 5, 7, 11). Natrafiono takze na jedyng
pozycje pismiennictwa omawiajgcg wplyw molibdenu na rozwdj zawigz-
kow zebow szczura w hodowli tkankowej (8). Nie znaleziono natomiast

W dostepnym piSmiennictwie prac nad dzialaniem molibdenu na hodowle
komérkowe.

Jako cel pracy postawiono sobie zatem przebadanie wpltywu molib-
denu na hodowle komoérek L.
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MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowily komérki L. Hodowle prowadzono w naczyniach
Leightona, w pozywce Eagle’a (MEM 1959) z dodatkiem 5% surowicy cielecej oraz
50 pg/ml siarczanu neomycyny i 1 pg/ml Fungizonu. Wysiewano po 2 ml zawiesiny
zawierajgcej 10° komoérek i po 24 godz. inkubacji w 37°C zmieniano pozywke na
nowsq, zawierajgcg molibdenian sodu (MS).

W do$wiadczeniu 24-godzinnym stosowano dawki: 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 mg MS/ml.
W do$wiadczeniu 10-dniowym zastosowano dawki: 0,1, 0,5, 1,0, 2,0 mg MS/ml. W za-
truciu 28-dniowym stosowano dawki: 0,1, 0,5, 1,0 mg MS/ml. Pozywke zmieniano
2 razy tygodniowo. W zatruciu dilugotrwatym igczono to z trypsynowaniem i prze-
noszeniem do nowych naczyn.

Po zakonczeniu do$wiadczenia cze§é hodowli utrwalano w absolutnym alkoholu
metylowym oraz barwiono hematoksyling Harrisa i eozyng. Z pozostalych hodowli
pobierano losowo po 4 préby z kazdego stezenia MS i okre§lano zywotno$¢ oraz
liczbe komorek.

Liczbe komoérek obliczano w 90 kwadratach komory Birkera. Zywotno$é za$
badano przy pomocy 0,5% wodnego roztworu biekitu trypanu. Wzrost hodowli obli-
czano wWg wzoru:

S—W b
W 00%
(S — liczba komoérek w hodowli, W — liczba wysianych komoérek). Aktywno§é mi-
totyczng oceniano przez okre$lenie indeksu mitotycznego (liczba komoérek dzielgcych
sie¢ na 1000). W celu poréwnania wynik6éw zastosowano test Chi?, przyjmujgc jako
kryterium znamienno$ci p<0,05.

WYNIKI BADAN

Wyniki doSwiadczenia trwajgcego 24 godz. zestawiono w tab. 1.

W doswiadczeniu 10-dniowym zywotnos¢ komoérek badana od pierw-
szego do ostatniego dnia doswiadczenia wynosila srednio dla kontroli
81,8%. Przy dawkach 0,1, 0,5 oraz 1,0 mg/ml nie znaleziono roznic staty-

Tab. 1. Wrlyw molibdenianu sodu na indeks mitotyczny komérek po 24 godz.
dziatania
Influence of sodium molybdate on the mitotic index of cells after 24 hrs of action

Komoérki

Indeks p
Cells i w stosunku
MS F e do kontroli
mg/ml nic dzielgce sie dzielace sie Mitoti D
itotic 1 o
nondividing dividing e 1& ﬁ:lg?
r 3
— 14 272 728 48,5 —
0,1 14 289 711 47,4 p>0,05
0,2 14 357 64 42,9 p<0,05
0.5 14 562 538 35,9 p<0,001
1,0 14 608 392 20,1 n<0,001
2, 14 683 317 21,1 n<0,001
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Ryc. 1. Wpiyw molibdenianu sodu na wzrost hodowli komérek L; liczby 0,1, 0,5, 1,0,
2,0 oznaczajg koncentracje molibdenianu sodu w mg/ml pozywki, K — kontrola
Influence of sodium molybdate on the growth of L cells; numbers 0.1, 0.5, 1.0, 2.9
denote sodium molybdate concentration in mg/ml of the medium, K — control

Tab. 2. Wplyw molibdenianu sodu na indeks mitotyczny komoérek w czasie diugo-
trwalego zatrucia
Influence of sodium molybdate on the mitotic index of cells during long-lasting

treatment
Komoérki P
Liczba Cells Indeks w stosunku
dni MS mitotyczny do kontroli
Number mg/ml  pie dzielace sie dzielace sie Mitotic om S
of days nondividing dividing index in relation
to control
— 14 450 540 36,0 o
7 0,1 14517 483 32,2 »>0,05
0,5 14 550 450 30,0 p<0,01
1,0 9 766 234 23,4 p<0,001
— 14 451 549 36,6 —
14 0,1 14 964 536 35,7 n>0,05
0,5 9 694 306 30.6 1n<0,01
1,0 14 631 369 24,6 p<0,001
—_ 14 529 471 314 —_
21 0,1 14 566 434 28,9 p>0,05
0,5 14 565 435 26,0 n>0,05
1,0 14 670 330 22,0 n<0,001
. 3 14 532 468 31,2 -
28 0,1 14 543 457 30,5 n>0,05
0,5 14 626 374 24,9 p<0,01
1,0 14 669 331 2251 p<0,001

T Annales, sectio C, vol. XXXIII
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stycznie znamiennych, natomiast przy dawce 2,0 mg MS/ml zywotnosé
wynosita 76,1% i réznila sie znamiennie od kontroli (p<<0,05). Wzrost hodo-
wli w tym doswiadczeniu przedstawiono na ryec. 1.

Wyniki doswiadczenia 28-dniowego przedstawiono w tab. 2.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Wyniki pierwszego do$wiadczenia wskazuja, ze MS dzialajac na ko-
moérki L przez 24 godz. wplywa na ich aktywnos¢ mitotyczna, poczawszy
od stezenia 0,2 mg MS/ml. Dawka 2,0 mg MS/ml wybitnie hamuje mnoze-
nie sie komoérek i wskaznik mitotyczny przy tej dawce jest ponad dwu-
krotnie nizszy niz w hodowlach kontrolnych.

W zatruciach zwierzat opisywanych przez Elbowicz-Waniew-
ska (5) poza innymi objawami wystepowal spadek iloSci erytrocytéw.
Zjawisko to mozna tlumaczy¢ przede wszystkim konkurencyjnym dziala-
niem molibdenu w stosunku do miedzi, koniecznej przy erytropoezie.
Nalezy jednak bra¢ réwniez pod uwage bezposrednie hamujgce dzialanie
molibdenu na indeks mitotyczny w szybko dzielacych sie populacjach
komorkowych, na co wskazuje wynik naszego do§wiadczenia.

Wyniki pozostatych serii doswiadczen wskazujg na to, ze dlugotrwate
dzialanie MS (7, 14, 21, 28 dni) wplywa podobnie na wskaznik mitotyczny
jak krotkotrwale zatrucie i nie obserwuje sie korelacji pomiedzy dtugo$cia
ekspozycji a stopniem obnizenia wskaznika mitotycznego komérek L
(tab. 2).

Bardzo charakterystyczne sa krzywe wzrostu komérek L przy réznych
stezeniach MS (ryec. 1). I tak przy dawce 2,0 mg/ml zachodzi prawie calko-
wite zahamowanie rozwoju hodowli. Po 10 dniach obserwowano bardzo
maly przyrost ilosci komoérek. Przy dawce 1,0 mg/ml przyrost po 10 dniach
byt o$miokrotny, podczas gdy w hodowli kontrolnej zaobserwowano przy-
rost blisko 23-krotny. Nalezy zwro6ci¢ uwage, iz przy stezeniu 0,1 mg/ml
rozw6j hodowli byl bardzo podobny do rozwoju hodowli kontrolnych,
a nawet obserwowano pewne stymulujace dzialanie MS. Podobne dziala-
nie stymulujgce wzrost hodowli bakterii przy niezbyt wysokim stezeniu
molibdenu obserwowal Coulter i Russel (3). Szybki wzrost hodowli
obserwowany po 4 i 8 dniach nalezy tlumaczyé zmiang ptynu hodowlane-
go, przy czym najwyzsza dawka MS réwniez znosila dzialanie pobudzajgce
Swiezej pozywki.

Analiza zywotnosci komérek wykazala nieznaczne dzialanie cytotok-
syczne MS in vitro. Jedynie najwyzsza dawka MS, to jest 2,0 mg/ml,
spowodowala spadek zywotnosci o 5,7% (p<<0,05).

Niezaleznie od doswiadczen opisanych wyzej, pojedyncze hodowle pod-



Badania nad wpltywem molibdenianu sodu na komérki L... 99

dawano dzialaniu MS w stezeniu 1,0 mg/ml przez okres 110 dni. W hodo-
wlach tych réwniez nie obserwowano uszkodzen, pomimo tak dlugiego
okresu dziatania MS.

Rozpatrujgc mechanizm dziatania molibdenu na metabolizm komoérki,
nalezy podkresli¢ przede wszystkim jego dzialanie antagonistyczne w sto-
sunku do miedzi (10). Niedobor miedzi prowadzi do deficytu oksydazy
cytochromowej (6). Rowniez nie mozna pomingé¢ dzialania molibdenu na
tak zwane enzymy molibdenowe (oksydaze ksantynowa, oksydaze aldehy-
dowa, oksydaze siarczynows).

W doswiadczeniach na hodowlach komérkowych nalezy braé¢ pod uwage
zdolnos¢ jonu molibdenowego do tworzenia kompleksow z cukrami, po-
niewaz te kompleksy nie sg przyswajalne przez komorke. Zachodzi wiec
zubozenie pozywki w zwigzki energetyczne, co moze posrednio wplynaé
na zahamowanie rozwoju hodowli. By¢ moze, ze jon molibdenowy tworzy
rowniez kompleksy z cukrami wchodzgcymi w skiad struktur komoérko-
wych i w ten sposé6b wywoluje zaburzenia ich funkeji.

WNIOSKI

1. Molibdenian sodu w stezeniu powyzej 0,1 mg/ml zmniejsza indeks
mitotyczny komoérek L.

2. W dawkach ponizej 2,0 mg/ml molibdenian sodu nie ma wptywu
na zywotnosé¢ komoérek L.

3. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy zmianami w indeksie mitotycz-
nym i zywotnoscig komorek L a czasem dzialania molibdenianu sodu.
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PE3IOME

UccnenoBanock BaMAHMe MOaubaata naTpusa Ha MUTOTU'IECKYIO0 aKTUBIIOCTHL UM FKU-
ByuecTh KJetok L. Ilpumeusauch n03b1 or 0,1 no 2,0 mg/ml nurareabHON cpens!,
BpeMA MX JencTBUA — OT 24 yacoB a0 28 auen. Moambaar HATPpUA KOHUEHTPaLMUMU
Boimwe 0,1 mg/ml cluuKaeT MUTOTUUIECKUI? MHAEKC. DTO BJIMAHME YBEJMUMBAETCA BME-
cTe C pocToM Konuentpaumu. He nabnropanock CBA3M MEXKAYy BpeMeHeM JeiCTBUA
(11pM npuMeilenMyu pasiHbliX J03 MoaubaaTra HATPUA) U CTEMNEHbK CHUIKEHUA MUTOTMU-
YeCKOT'0 MHJIEKCa.

SUMMARY

The influence of sodium molybdate on the mitotic activity and viability of
L cells was studied. The cells were treated with 0.1—2.0 mg sodium molybdate/ml
for 1—28 days. The mitotic index was reduced at salt concentrations above 0.1 mg/ml.
This effect was more profound at higher concentrations of molybdenum. However,
no correlation was observed between the period of action of molybdenum and the
rate of decline of the mitotic index.



